DPD遺伝子活原に基づいて口腔癌化学療法の効果及び副作用の術前診断システムの確立 by 森川  秀広
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‡ましがき
はじめに,本研究は,文部科学省科学研究費補助金,基盤研究(C)(2),
課題番号15592095の援助を得て行ったものであることを記して,ここに
謝意を表する
口腔癌に対する癌化学療法の効果判定は,従来,化学療法後2-4過を
経た時点での腫癌の縮小率,切除標本における病理組織学的効果, NO
症例における後発リンパ節転移の頻度あるいは長期生存率等により行わ
れてきた.しかし,術前化学療法として化学療法の効具を期待する場合,
癌化学療法の効果が不十分であったり,副作用が一予想以上にひどく全身
状憩を極度に悪化させたりすることなどにより,手術の直前になって手
術日程の変更を余儀なくされ,そのしわ寄せが他の患者にもおよび,各々
の患者の治療計画を大幅に変更せざるを得ない場合がしばしばある.特
に最近は,患者の高齢化に伴い,原疾患に加え様々な基礎疾患を有する
患者が多く,それらの基礎疾患に対する術前検査に婁する時間と労力が
多大になるうえ,術前化学療法を必要とする症例の鹿癌切除においては,
一般に組織の切除量が大きい場合が多く,血管柄付き遊離皮弁および骨
弁等により再建する機会が多いことから,手術の準備が大がかりとなり,
手術の直前の日程変更は,患者およびその家族,さらには治療に関わる
我々医療従事者の大きな負担となる.このような場合,主治医としては,
なぜもっと早い時点で術前化学療法の効果や副作用の程度を予測できな
かったのかと自責の念に駆られるのが常である.患者一人一人にあった
適切な癌化学療法の確立には,腫癌の薬剤た対する感受性の正確な予測
および人体に対する副作用の予測が必要であり,それができれば,口腔
癌患者の治療計画をより円滑に進められ,且つ癌化学療法に伴う危険性
を軽減することに大きく貢献できると考える.
現在,我々は, 5-fluorouracil (5-FU)とcisplatin (CDDP)を主体とし
た術前癌化学療法を行っているが,本研究では,近年, 5-FUの分解にお
ける律速酵素であるDihydropyrimidine dehydrogenase (DPD)が, 5･FU
の感受性との関連に興味が寄せられていることに着目し,腫癌細胞中の
DPD活性が高ければ5-FUの抗腫疲効果は低く,腫疹細胞中のDPD活性
が低ければ　5･FU　の抗鹿蕩効果は高くなり,逆に,人体の正常細胞中の
DPD活性が高ければ5-FUの人体に対する副作用は軽く,人体の正常細
胞中のDPD活性が低ければ5-FUの人体に対する副作用は重くなるとい
う仮定のもとに,口腔癌の術前化学療法開始前の生検模本および採血し
た末梢血より,腫療細胞中および末梢血単核球細胞中のDPDの発現を検
＼
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討し,癌化学療絵の効果や副作用の程度を術前に評価するシステムを確
立することを目的とする.
本研究の結果については,本報告書の中で述べたいと思うが,今回の
限られた研究期間を考慮すれば,満足できる結果が得られたと思う.
本研究の成果は,東北大学病院口腔外科,篠原文明先生,東北大学年
進医工学研究機構,小玉哲也先生ならびに鈴木麻衣子先生をはじめ多く
の方々の尽力によるものである.心から御礼を申し上げる.
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研　究　成　果
本研究の目的は, 5･FU　の分解における律速酵素である
I)ihydropyrimidine dehydrogenase (DPD)が, 5･FUの感受性と関
連することに着目し,鹿疲細胞中のDPD活性が高ければ5･FUの抗腫
癌効果は低く,鹿疲細胞中のDPD活性が低ければ5･FUの抗腫癌効果
は高くなり,逆に,人体の正常細胞中のDPD活性が高ければ5･FUの
人体に対する副作用は軽く,人体の正常細胞中のDPD活性が低ければ
5･FUの人体に対する副作用は重くなると′いう仮定のもとに,癌化学療
鹿の効果や副作用の程度を術前に評価するシステムを確立することで
ある･.
これまで我々は,口癖京平上皮癌におけるDPDの発現の分布を確罷
するため,抗DPD抗体を用いた免疫組織化学的検討を行った･その結
果,新鮮凍結組織切片を用いるか,ホルマリン固定パラフィン包埋組
織切片を用いるかによって,染色結果が異なること,同じ組織切片上
においても場所によって染色結果が異なること等からDPDの発現の秤
価の問題が浮上してきた.
また, 5･FUの正常細胞-の影響を評価する方法を確立するため,ヒ
ト末梢単核球細胞における　5･FUによるアポトーシスの誘導を検討し
たところ,アポトーシスの促進あるいは抑制タンパクのmRNAの発現
と実際のアポトーシスの誘導との関連は明らかではなかった･
これまで我々は, 5･FUの投与により重焦な副作用を生じ,末梢単核
球細胞のDPD活性がこれまで報告されているレベルよりかなり低い症
例を経験しているが,このような症例においては, DPD活性
の術前評価は非常に有効な指標と成り得るが,上記のように腫癌細胞
におけるDPDの発現の評価が困難であること,末梢単核球細胞におけ
るアポトーシス関連タンパクのmRNAの発現の意義付け困難であるこ
となどから,大多数の患者におけるDPD活性の術前評価の有効性を示
すにはさらに多くの検討が必要である.
最近我々は,正常組織におけるDPD活性が低い患者でも5･FUを使
用できるよう,ナノバブルを用いた新しい癌化学療法の開発に着手し,
5lFUの使用量を減らし,且つ有効性を向上させ得る有望な基礎的デー
タを得ている.
以上,これまで本研究課題において,我々が得た研究成果の概要を
述べたが,詳細に関して次項以後を御参照頂ければ幸いである･
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術前化学ま浜により重集な副作用を生じた口腔癌の1例
東北大学歯学部附属病院口腔外科においては, 1994年より毎年10数名の口
腔京平上皮癌の患者に対し, 5･FUおよびシスプラチン(CDDP)にロイコボリン
を併用した術前化学療法(FCJ療法)を施行してきた.基本的に, CDDPの投
与に先行して, 5･FUを600mg/n2/dayの用量で5日間持続点滴静注投与とし,
同時にロイコボリンを20mg/n2/dayの用量で5日間静注投与し､第7日目に
CDDPを80mg/n2の用量で投与するレジメンを用いてきた.これまで,この
レジメンで,全身状態が極度に悪化するほどの重鳶な副作用を生じた症例は,
後述の1症例を除き藩められなかった.本稿では,上記q)レジメンで化学療法
を行い,重鴬な副作用を生じ,手術を延期せざるを得なかった1症例を経験し
たので報告する.
症例
患者は75歳の女性で, 2001年12月10日初診.右頬粘膜の鹿癖を主訴に東
北大学歯学部附属病院口腔外科を受診.同部に潰癌を伴った約35×45mmの外
方増殖型の腫癌を認めた:-:所属リンパ節の鹿大は藩められず, CT, MRI, Ga
シンチ等でも所属リンパ節転移および他臓器-の遠隔転移は薄められなかった.
頼粘膜癌で3NOMOの臨床診断で,2001年12月14日に入院,同日生検を施行,
中等度分化型京平上皮癌の診断を得た.
術前化学療法
もろもろの諸事情によりFC療法開始前に､2001年12月14日から2002年1月3日ま
での閣, UmE頼粒1日2gを2回分服およびロイコボリン錠1日30ngを3回分服
した後, 2002年1月4日から年1月8日までの間, 5-FU1日800mgを5日間持続点
滴投与,この間ロイコボリンを1日27mgを5日間静脈注射し,1月10日,CDDP 100
mgを点滴静注投与した.
この化学療法の施行に際し,副作用の予防対策として,口内炎に対しては,エレースア
イスバー､ソルコセリル筋注､エレース含敢剤､キシロカインゼリー､アズノール軟膏を
使用し､悪心･嘩吐に対しては､プリンペラン錠､ガスター錠の内服およびナゼア注,チ
カドロン注の静江を施行し､腎障害に対しては,プレハイドレーション､ポストハイドレ
ーションおよびマンニットール注によって尿量確保し,ホスミシン注､デカドロン注で腎
保護し､ストレス･不眠に対しては,アルプラゾラムを投与した.
頼粘膜の腫療さも化学療法開始4日目より縮小し始め, 27日日には,腫疫は肉眼的ほ
ぼ消失した(臨床効果:PR 〔ほぼCR〕, 3方向縮小率:98%) (図1､ 2).しか
し,化学療法開始4日目より食欲不振がみられ, 8日目より,悪心･喝吐が発
堤,口内炎も発症し,食事不能になった.また,下痢も併発し､ 13日目より水
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様便になり､便潜血も認められ､急性大腸炎の様相を呈し,これに伴い脱水症
を落め,急性腎不全,低Na. Cl血症(Na: 123mEq4, Cl: 88血Rq4),低タンパ
ク･低アルブミン血症(総タンパク:3.2g/dl,アルブミン: 1.5g/dlまで低下),
低栄養(コリンエステラーゼ: 538IU4),骨髄抑制,貧血(RBC:250万/FEl,
Hgh: 7.9g/dl, Hct: 22.8%)等を生じ,全身状態の極度の悪化を来たした･肺炎
は起こさなかったものの大腸炎および口内炎(図3)に伴い､CRP;17.5血1g/dl､
SAA ; 542.1FLg/hdと高値を示した｡その他､脱毛もひどく､炎も手および足
のしわに沿って発赤･潰癌を呈し(図4､ 5)､手足に浮腫も生じた｡これによ
り,当初, 2002年1月31日に予定していた手術を延期した.
その他の副作用も含めて､これら全ての副作用の程度を1998年版の
NCI･CTCの基準に基づいてみてみると表1､ 2､ 3に示す通りである.
これらの副作用に対し,止痢剤投与,高カロリー輸液, NaCl補正,輸血
鉄剤投与,アルブミン補給等(表4)を行い,全身状態の回復を待って,手術
を施行する予定であったが,全身状態が回復する前に,頬粘膜の原発巣の腫虜
が増大してきたため,原発巣に限局した放射線療法を施行することにした.
術前放射線療迭
2002年2月22日～3月25日,右頬部に限局して, 2Gy/dayX20day(Tbtal
40Gy)のRadiationを施行.放射線治療により原発巣の鹿癌は縮小したが,右
零下リンパ節が徐々に鹿大し,2002年4月3日のCTにて同部のリンパ節転移
が明らかとなった.
手術
2002年3月31日, DP皮弁遷延術. 2002年4月10日,右側機能的全額部
郭清術,腫揚切除術(頬部皮膚も含めて切除) , DP皮弁による頬部即時再建術,
左側腹部からの採皮および右側肩部-の植皮術. 2002年5月16日, DP皮弁
切離修正術,右側腹部からの採皮および右側胸部-の植皮術.
手術標本にて,右側零下リンパ節,中内深額リンパ節,鎖骨上席リンパ節に
それぞれ1個転移が藩められた.
術後放射線治療
2002年6月5日より,全頭部および鎖骨上溝に, 2Gy/dayX25day(Tbtal
50Gy)の予定でRadiationを開始. ･しかし, 2002年6月11日頃より熱発はな
いものの, WBC, CRPが上昇し始め, 6月14日の検査で, WBC: 10330/FEl,
CRP: 4.14mg/dlで,胸部Ⅹ線写真で両側肺野に陰影を蔑めたため,静燕性肺炎
等を疑い,同日より抗生物質の投与を開始.ところが, 6月17日の検査で,
WBC: 12100/JLl, CRP: 5.58mg/dlと上昇したため,胸部CTを撮影したとこ
＼
ろ,両側肺野に多数の結節状陰影を蔑め,肺転移が発覚した.以上の経過によ
り,放射線席射は6月19日(Tbtal22Gy)で終了し, 7月2日退院,以後,他施
設での終末医療を経て鬼籍に入った.
考蕪
この様な副作用が生じた原因として､ FC療法開始前にUFTIE額粒およびロ
イコボリン錠を約3週間にわたって内服させていたこと､あるいはCDDP投与
量がCerおよび年齢の割に多かったこと等が考えられるが､近年注目されてい
る5･FUの分解辞素であるDPDの活性が正常組織内において低かったのでは
ないかと思い､末梢血単核球にて確熟したところ､ 97 pn.ol/min/mgproteinと
低く､ある機関で確落した値(200-400 pmol/min/ngprotein)より遥かに低
い値であり､これが重鳶な副作用が生じた1番の原因ではないかと考えられた｡
この経験を生かし､今後､癌化学療法前に末梢血単核球のDPI)活性などを謝
定し､あらかじめ副作用の程度を把握しておく必要性があるので畔ないかと思
われた｡
図1
化学療法直前(1/4)
図2
化学療法後(2β)
図3
口内炎(1β0)
図4
.vd I
J■一'~　　　　　　　　l
皮膚炎1 (I/25)
皮膚炎2 (2β)
表1 ;副作用状況1
腫癌の縮小;4日目より縮小し始め､肉眼的にCR
口内炎; 5日日頃よ■り出現､ 25日日頃ピーク(Grade3)
下痢;6日目より軟便､ 8日目.より下痢､ 13日目より
水様便(Grade 3)
大腸炎; 1.3日目より便潜血(+++) (Grade3)
食欲不振; 4日目の夕方より出現､ 8日目から食事不能
悪心･･唱吐; 8日目より出現(Grade2)  (Grade4)
脱水; Grade3
Grade ･･ NationalCancer Institute Common Toxicity Criteria
Version 2.0, Jan. 30, 1998
表2_____;副件用状況2
正常値　　術前値異常極値毒性Grade
GOT　40karmem以下　18　　111　　　2
GPT　35karmen以下　10
ChE　3600～7600 IU/m1 5438
総タンパク5.8～8.1 mg/dl
アルブミン3.1-5.1 mg/dl
BUN　　7.8722.0mg/dl
K　　3.4-4.8 mEqn
Na　135-147 mEqn
C1　96-108 mEqn
CRP　､0.5mg/dl以下
SAA　8.0ルg/ml以下
7.1
4.2
16.5
4.7
145
106
0.16
19.7
41
85讐1 ･543･85･01 23錦r3弧
1　Ln
lJ　3
表3 ;副作用状況3
正常値　　　術前値異常極値　毒性Grade
WBC-　40004000/JL1　8470　1720　　　3
好中球　43-71%　　　78...0 59･3(1020/FLl)　2
RBC　380-480×.1/01/ul 408　　250 I
Hgb　12-16g/d1　12･7　　7･9　　　3
Hct　　　35ん43 %　　　　38.5　　22.8
血小板15AOX101/FL1 36.7　.10･5　　　1
脱毛;ほぼすべて脱毛(Grade2)
皮膚炎;手･足の軸にそって発赤､潰癌(+) (Grade2
浮腫;手･足に出現(Grade2)
表4 ;対応処置
下痢;タンニン酸アルブミンor口ぺミンp.0.
脱水･低栄養;末梢静脈からの可及的高カロリー輸液
-Ⅰ.Ⅴ.H.管理
低アルブミン血症;プラズマネートカッター(250mlXIO)
およびアルブミンカッター(50mlX13) d.i.Y.
貧血;輸血(濃赤2単位)､フェi}ンi.V.､
フェログラデュメットp.0.
骨髄抑制(白血球減少症) ;ノイトロジンS.C.
肝機能障害;強力ネオミノファーゲンC i.Y.
低Na血症; lo啄 NaCl d.i.Y.浮腫;マンニットールd.i.Y.
＼
感染;プロアクトおよびフルマリンd.i.Y.
口腔癌化学療法による骨髄抑制の評価法の検討
口腔癌の癌化学療法の施行中の患者より経時的に採血し,末梢血中の細胞か
らnRNAを抽也, cDNAを作製,末梢血中の細胞が発現している骨髄細胞の分化,
増殖に関わるタンパクや免疫担当細胞のアポトーシスに関与するタンパクの
nRNAの発現をRT-PCR法を用いて解析し,癌化学療法による骨髄抑制の程度を
リアルタイムで評価するシステムを確立できるかどうか検討するため,ボラン
ティアより採血した末梢血を用いて, 1'n vl'tmの系で抗癌剤で処理した免疫担
当細胞のアポトーシス関連タンパクのmRNM)発現をRT-PtR法を用いて解析し
た.
実最方法および籍果
実験埠艶
実験材料は,健常成人ボライティアより末梢血を40-50ml採血し,比重遠
心法にて単核球を分離,回収し, 2時間preculture後に回収した非接着性末梢
血単核球細胞(非接着性PBMC)とした.
CDDPおよび5 -FUによるPBMCのアポトーシスの誘導
まず, PBMC(1× 106cells/nl)をCDl)Pおよび5-FU(0. 01-100 〟 g/ml)で, 12,
24, 48, 72時間処理後,実際にアポトーシスが起こっているかFITCラベルの
Amexin Vで染色後, FACScanにて解析した.
図1左がCDDP刺激によるもの,図1右が5-FU刺激によるもので, CDDPでは
24時間刺激, 10〟g/山を境としてアポトーシスが誘導されており, 5-和では,
48時間刺激, 10FLg/nl以上でアポトーシスが誘導される候向が認められた.
アポトーシスの誘導および抑制タンパクのmRNAの解析
アポトーシスの誘導の経路は図2に示したほかにも様々あるが,本研究にお
いては,図2のごとく, Fasを介する経路,ミトコンドリア経路, T肝リセプタ
ーを介する経路に関して,アポトーシス誘導タンパクとしてFas,Caspase-2, 3,
8, 9およびBaxを,抑制タンパクとしてBc1-2, Bcl-Ⅹし, IAP群をターゲット
として, mRNAの解析を行なった.
PBMCを図1のアポトーシスが生じる時間および濃度を参考に, 10pg/mlの
cDDPおよび5rFUで24時間刺激した後mRNAを抽出し,表1のような条件で
RT-PCRを施行した.
まず,細胞表面に発現するFasに関して検討した. PBWCをCDDPおよび5-FU
で24時間刺激語, PBMC表面のきasの発現をFACScanにて, FasのmRNAの発現
をRT十PCRでみたところ,図3左のように, 24時間刺激ではまだFasのタンパ
クの発現は罷められていないが,タンパクの発現に先行して,図3右のように
mRNAレベルでは,コントロールに比較して抗癌剤によるFasのmRNAの発現
の増強が罷められた.
町-PCRによるアポトーシス促進タンパクのmRNAの解析の結果札図4のご
とく, Ba又, Caspase-2, 3,.8, 9とも枠で囲んだドナーのPBMCにおいて,コン
トロールに比べて各mRNAの発現の増強が認められた.
一方,アポトーシス抑制タンパクも,図5のように枠で囲んだドナーのPBMC
において,コントロールに比較し, Bcト2, Bc卜XL, 土AP-2のmRNAの発現の増
強が認められた.
考蕪
h vl'tTOの系で, CDDPおよび5-FUで処理したPBMCを用い,アポトーシス関
連タンパクのmRNAの発現をRT-PCR法を用いて解析したところ,アポトーシス
促進タンパクであるFas, Ba又, Caspase-2, 3, 8, 9のmRNAの発現が増強し
た例が認められた一方で,抑制タンパクであるBc卜2, Bcl-‡L, IAP-2, Ⅹ-IAP
のnRNAの発現が増強した例も認められた.
本研究は, CDDPおよび5-FUによる癌化学療法の正常骨髄系細胞-の影響
をリアルタイムで評価する方法を確立するため,ヒト末梢単核球細胞における
アポトーシス関連タンパクのmRNAの発現を検討したものであるが,上記のよ
うに, Fasのようにタンパクの発現に先行してmRNAの発現を実際に確認でき,
リアルタイムでの評価法として有望な側面も認められたが,アポトーシスの促
進あるいは抑制タンパクのmRNAの発現が,骨髄抑制の程度を評価する上でど
のような意義を持つのか,明らかにすることができなかった.
今後さらに,骨髄細胞の分化,増生,あるいは抑制に関与する様々なタンパ
クの発現について検討し,癌化学療法による骨髄抑制の程度をリアルタイムで
評価するシステムを確立することが望まれる.
図1 ; CDDPおよび5-FUによるPBMCの
アポトーシス(Annexin V)誘導
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表1 ; RT-PCR条件
アニーリング:55℃
温度 60℃
64℃
65℃
69℃
●　l　　●　l　　●　l　　■　l　　■　l C-lAPl , C-IAP2, XIAP
β -actin
Caspase-3, BcI-2
Fas
Caspase-2, 8, 9, Bax, BcトXL
サイクル数:35
検出プライマー■: (株)日本遺伝子研究所に合成依頼
図3 ; PBMC表面でのFasの発現とFasのmRNAの発現
(%)
sIPU八十)(S6凸U)Sea
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mRNART-PCR
cont.　　CDDP　　　5-FU CDDP+5-FU
(10FLg/mt) (1 0Ftg/ml) (各1 0JLg/ml)
PBMC (1 × 1 06 ceHs/ml)を各抗癌剤にて24時間処理後.
FITCラベルのCD95で染色し､ FACScanにて解析
1 2　3　4
1 : contro一
2: CDDP
3: 5-FU
4: CDDP
+ 5-FU
図4 ;アポトーシス促進タンパクのmRNAの比較
Donor A Donor B Donor C
Bax
Cas°-2
casp-3 ■』{l Liii ij i　療
Gasp-8二　二E≡≡≡≡∃
Casp-9
β -actin
1 2　3　4　　1 2　3　4　　1 2　3　4
(1:contro一, 2:CDDP, 3:5-FU, 4:CDDP+5-FU)
Donor D
1 2 3　4
図5 ･アポトーシス抑制タンパクのmRNAの比較
Donor A Donor B Donor C
Bcト2 ⊂二二コ
BcトXL l==巨≡≡≡≡≡∃摩室室劃
C-lAPI
c-lAPZ
XIAP
β -actin
1 2　3　41　2　3　4　　1 2　3　4
(1コCOntrOl, Z:CDDP, 3:5ヰU, 4:CDDP+51FU)
口腔京平上皮癌におけるDPDの発現の評価に関する抗ヒトDPDモノクロ
ーナル抗体を用いた免疫組擁化学的検討
東北大学歯学部附属病院口腔外科においては, 1994年より毎年10数名の口
腔京平上皮癌の患者に対し, 5甲Uおよびシスプラチン(CDDP)にロイコボリン
を併用した術前化学療法を施行してきた.
基本的に, CDDPの投与に先行して, 5･FUを600mg/n2/dayの用量で5日
間持続点滴投与とし,第7日目にCDDPを80mg/m2の用量で投与するレジメ
ン(FC療法)を用いてきた.しかし,癌化学療法の効果が不十分であったり,
副作用が予想以上にひどく全身状態を極度に悪化させたりすることなどにより,
手術の直前になって手術日程の変更を余儀なくされる場合がしばしばある.忠
者一人一人にあった適切な癌化学療法の確立には:,腫癌の薬剤に対する感受性
の正確な予測および人体に対する副作用の予測が必要であり,それができれば,
口腔癌患者の治療計画をより円滑に進められ,且つ癌化学療法に伴う危険性を
軽減することに大きく貢献できると考える.
本研究では,近年, 5-FUの分解における律速酵素であるDihydropymidine
dehydrogenase (DPD) ′が, 5:FrUの感受性との関連に興味が寄せられている
ことに着目し,腫疾細胞中のDPD活性が高ければ5･FUの抗腫癌効果は低く,
腫療細胞中のDPD活性が低ければ5･FUの抗腫蕩効果は高くなり,逆に,人
体の正常細胞中のDPD活性が高ければ5･FUの人体に対する副作用は軽く,
人体の正常細胞中のDPD活性が低ければ5甘Uの人体に対する副作用は重く
なるという仮定のもとに,口腔癌の術前化学療法開始前の生検標本を用いて
DPDの発現を免疫組織化学的に解析し, 5･FUの効果や副作用の程度を術前に
評価するシステムを確立することが可能かどうか,抗ヒトDPDモノクローナ
ル抗体を用いて免疫組織化学的に検討した.
対象症例および研究方法
本研究においては, FC療法の著効症例と無効症例を含む口腔窟平上皮癌6
症例を対象とした.抗ヒトDPDモノクローナル抗体は,協和発酵工業株式会
社より供与頂いたEM1915およびKM19191,2,3)を用い,組織の固定法や処理法
による染色性-の影響等に関して検討した.
EM1915はヒトDPDのN末端側の親水ペプチドを免疫原としたモノクロー
ナル抗体(マウスIgGl)であり, EM1919はヒトDPDのC末端側のペプチドを
免疫原としたモノクローナル抗体(マウスIgGl)である.
免疫組織化学的染色は,ホルマリン固定･パラフィン包埋組織切片および新
鮮凍結組織切片を用いて下記の手順で行ない,染色性を検討した.
＼
Ⅰ.ホルマリン固定･パラフィン包埋粗放切片
1.脱パラフィン
2.水和: 100%エタノール　3分/2回-95%エタノール　5分/1回
3.内因性ベルオキシダーゼ阻止: 0.3%H202加メタ/-ル　4℃30分
4.蒸留水で洗浄
5.抗原賦活化: 10mM, pH6.0クエン酸緩衝液, loo℃,マイクロウェーブ照
射, 10分
6.室温冷却　20分間
7. PBS洗浄,室温, 3回
8.-非特抗体のブロッキング　正常ウマ血清,室温, 30分
9. -次抗体: EM1915　6.83mg血1 ×100,
EM1919　　3mg/d XIOO, 4℃　over血ght
10. PBSで洗浄, 4℃, 3回.
ll.二次抗体:ビオチン標識抗マウスIgG(Vector Laboratories, Inc･),室温,
30分.
12. PBSで洗浄, 4℃, 3回.
13. ABC Kt (Vector Laboratories, Inc.),室温, 30分.
14. PBSで洗浄, 4℃, 3回.
15. DAB反応.
16.水洗.
17. 2%メチルグリーンで30分間核染色後,水洗,透徹,封入.
Ⅱ.新鮮凍結細切片
新鮮凍結組織切片に関しては,以下に示すように3群に分け,未固定,アセ
トン固定,およびエタノール固定群について免疫組織化学的染色を行い,染色
性を検討した,
1.採取した組織を0.C.T. Compound(M止eshc.)に包埋,アセトン･ドライア
イスにて急速凍結.
2.クライオスタットにて4〟皿で薄切,室温で30分風乾.
この後以下の3種類の処理を行なった.
1)未固定
2)アセトン固定, 4℃, 10分.
3)ェタノール固定, 4℃, 10分.
3.風乾,室温, 15分.
4.室温冷却　20分間
5. PBS洗浄,室温, 3回
＼
6.非特抗体のブロッキング　正常ウマ血清,室温, 30分
7.一次抗体: EM1915　6.83mか血1 ×100,
EM1919　3mg/d XIOO, 4℃　ovemight
8. PBSで洗浄, 4℃, 3回.
9･二次抗体:ビオチン標識抗やウスIgG(VTector Laboratories, Inc.),室温,
30分.
10.PBSで洗浄, 4℃, 3回.
ll.ABC王Gt (Vector Laboratories, Inc.),室温, 30分.
12.PBSで洗浄, 4℃, 3回.
13.DAB反応.
14;水洗.
15.2%メチルグリーンで36分間核染色後,水洗,透徹,封入.
結果および考蕪
ホルマリン固定･パラフィン包埋組織切片におけるEM 1919を用いた染色
(図1)においては,鹿癌の問質の線維芽細胞や単核球にも比較的強い染色性
が静められた.この所見は{屑癌組織におけるDPDの発現をEM 1915および
EM1919を用いて,免疫組織化学的に検討した北郷ら3)の結果と同様な傾向を
示している.しかし,これらの抗体による免疫組織化学的染色の結果は,症例
によるばらつきが大きく, FC療法の無効例と著効例との比較において, DPD
の発現に関する方向性を見出すことはできなかった.
一方,新鮮凍結組織切片を用いた検討においては,未固定(図2､ 3､ 4),ア
セトン固定(図5♪ 6),およびエタノール固定(図7､ 8)のいずれの条件にお
いても, EM 1915およびEM1919の染色性は,腫癌および問質の細胞いずれ
にも認められ, FC療法の無効例と著効例との比較においては, DPDの発現に
関する方向性を見出すことはできなかった.
今回の検討においては,以上に示すように,口腔癌の術前化学療法開始前の
生検標本を用いてDPDの発現を免疫組織化学的に解析し, 5甘Uの効果や副作
用の程度を術前に評価するシステムを確立することが可能であるという結果が
得られなかった.
しかし,今回の検討においては,ホルマリン固定時間にばらつきがあると考
えられること, DPD活性や血中の5･FU濃度には概日リズムによる変動がみら
れることから4), 5･FUの投与時間や標本採取時間により,腫癌や正常組織にお
けるDPDの発現にばらつきが生じる可能性があること,口腔癌のホルマリン
固定･パラフィン包埋組織切片と新鮮凍結組織切片におけるDPDの免疫組織
化学的染色の結果がDPDのmRNAの発現と相関するものかどうか検討する必
要があること, 5･FUの効果や副作用を考慮する場合, CDDPなどの併用薬剤
＼
の影響を考慮する必要があること,統計学的に十分な症例数を検討する必要が
あることなど,検討すべき課題が残されており,今後さらなる検討が必要であ
る.
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ナノバブルを用いた薬剤導入と抗鹿癌効果の検討
Drug iJLduction and atLti-Cancer eJrects tISiJlg tLanObubbleswith ultrasound
はじめに
近年､微小気泡による薬物送達システム(Drug Delivery System : DDS)について
多くの研究がおこなわれているl｡微小気泡は遺伝子や薬剤などの高分子を非侵襲的に
標的組織に導入する手段として注目されており2･3､癌治療をはじめとする医療分野-
の応用が期待される4｡
本研究では気泡サイズが1pn以下の微小気泡であるナノバブルを用いた遺伝子導入､
薬剤導入を試みた｡ナノバブルに超音波照射することで抗癌剤(シスプラチン, 5-
FU)を鹿癌細胞株-導入し､ナノバブルの抗腫疲作用およびナノバブル崩壊時に発生
するキャビテーションバブルで誘起される衝撃波と薬剤導入機構-の作用ついて考察
した｡
実故方法
293T (ヒト胎児腎細胞株)､ーbtF7 (ヒト乳癌細胞株)､ C.lon26 (マウス結腸癌細胞
秩)､ EMT6 (マウス乳癌細胞株)を細胞数5Ⅹ104cells / yellで48 well平底プレー
トに播種し､ 37℃､ 5% co2下で培養する｡ 24時間後､プラスミドDNA (4pg/mL)とナ
ノバブル(10%Ⅴ/v)を添加し､超音波照射して(デューティー比20-80%)遺伝子を導
入する｡遺伝子発現効率は､ Luciferase発現についてはルシフェラーゼアッセイを､
EGFP発現については蛍光顕微鏡およびフローサイトメトリーで発現効率を定量した｡
遺伝子発現効率から得られた超音波照射最適条件下(デューティー比50%､圧力
0.96MPa､ナノバフル10%V/V)でシスプラチンと5-FU(0.1-1000LiM)を上記細胞に導入
した｡細胞傷害作用をm　アッセイで評価した3｡
結果
レポーター遺伝子導入により､分子導入に最適な超音波照射条件を検討した｡組成
の異なるアルブミンバブルおよび脂質バブルを使用したが､ルシフェラーゼ活性に違
いがなく､活性のデューティー比依存性が示された｡ EGFP発現は､デューティー比8
0%の発現割合とWIはルシフェラーゼ活性と同様の傾向が観察された｡各細胞株に
おいて､コントロールに比べて超音波照射(us)のみでは薬剤感受性に変化が見られ
なかったが､アルブミンナノバブルまたは脂質ナノバブル共存下で超音波を照射する
ことで､抗癌剤感受性の増強が確落された｡抗癌剤感受性増強の程度は二つの抗癌剤
(5-FU,シスプラチン)間で5rFUとシスプラチン､各細胞間で差異が静められた｡特
に､ EMT6細胞での5-FU感受性増強は顔著であるのに対し､ Colon26細胞､ MCF7細
胞でのシスプラチン感受性増強は弱かった｡また､抗癌剤非存在下､ナノバブルと超
音波照射のみの条件下でも細胞傷害作用が観察された｡
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ナノバブルによる5-FUおよびCDDPの抗鹿癌効果の増強
Abstmct
We report on the use of gas-encapsulated nanobubbles OJB) delivered by ultrasound ⅣS) to
permeabilize cancer cellsand potentialte the cytotoxicity of anti-caner drug (cisplatinand 5-FU).
We studied 293T (hmankidney cells), MCF7 (human breast adenocarci.noma), EMT6 (murine
maJnmary CarCinoma) and colon 26 cells (murine recttm carcinoma) uslng CytOtOXicity assays
(m assay)･ Plasmid DNA (expressing EGFP or lucifTerase) was used for optimizingultrasonlC
conditions･ NB (10% V/V)withUS (pressure 0.96MPa) produced sigmi鮎ant cytotoxicitynot
seenwitheither ultrasound or drugalone･ Increasingthe duty ratio of US up to 80% Mer
increased cytotoxicity･ We proposed a hypothesis that sub-nanobubbles (cavitation bubbles) are
produced by collapsed of hanobubblesand shock waves generated舟om by the cavitation
bubbles lead to the transient membranepermeability, followed by entry of plasmid DNA and
drug･ Fromthe observation of rapid collapse of nanobubbleswithultrasound, we hypnotized
that cavitadon bubbles produced &omthe nanobubbles generated shock waves, resulting inthe
membranepermeability,followed by entry of anticancer drugs.
緒　言
近年､微′ト気泡による薬物送達システム(Drug I)elivery System : DI)S)について
多くの研究がおこなわれているl-7｡微小気泡は､気泡が超音波照射によって破壊され
る時に生じる衝撃圧を利用して､遺伝子や薬剤などの高分子を非侵襲的に標的組織に
導入する手段として注目されており8-10免疫原性や細胞毒性はなく､癌治療をはじめと
する医療分野-の応用が期待される11~13｡癌治療における課題として｢癌の薬剤耐性の
克服｣がある｡癌の薬剤耐性機構には様々な要因が報告されているが14-16､その一要因
として｢薬剤導入機序における耐性｣が考えられる｡
本研究では気泡サイズが1pn以下の微小気泡であるナノバブルを用いた遺伝子導入､
薬剤導入を試みた｡ナノバブルに超音波照射することで抗癌剤(シスプラチン, 5-
FU)を腫癌細胞株-導入し､ナノバブルの抗腫疲作用およびナノバブル崩壊時に発生
するキャビテーションバブルで誘起される衝撃波と薬剤導入機構-の作用ついて考察
した｡
実験方法
2-1材料
2-卜1細胞株
293T (ヒト胎児腎細胞株)､ MCF7 (ヒト乳癌細胞株)､ colon26 (マウス結腸癌細胞
#;The Cell Resource Center for Bionedical Research, Institute of Development,
Aging and Cancer, Tohoku University , Sendai, Japan) ､ EMT6 (マウス乳癌細胞
樵;ATCC, VA, USA)を用いた｡
＼
2-I-2プラスミドDNA
レポーター連伝子､ pGL3-Control luciferase reporter vector (5256bp, Promega,
WI, USA), PEGFP-NI vector (4.7kb, BD Clontech, CA, USA )を用いて分子導入効率
をおこない､超音波照射条件を最適化した｡
2-1-3超音波　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　,
超音波プローブ(周波数945kHz, Fuji Ceramics Co., Fujinomiya, Japan)は増幅
器(HSA4101, DC～10NHz, NF Co.,Yokohama, Japan)を介して､パルス発生器(WF
1945A,周波数帯域は0.01 ･Hz-15MHz , NF Co.,Yokohama, Japan)で駆動した.
超音波の音圧は増幅器(AIOl, Specialty Engineering Associates, Sam Diego, CA, USA)
を介してPVDFニードルハイドロフォン(PZTZ44-loo°, Specialty Engineering
Associates,　周　波　数　帯　域　は0.25-20NHz)で検知した｡ハイドロフォン　で
出力された信号はデジタルオシロスコープ(wave surfer454,600MIIz, lM gl (16　pF),
LeCioy co., chestnut Ridge, NY,USA)で計測する｡超音波照射条件はデューティ比
が10-80%,圧力が0,96MPaであった｡
2-1-4ナノバブル
アルブミンバブル(Optison T甘,Amersham Helth, Oslo, Norway)と脂質バブル
( PEGIPC )を用いた｡脂質バブルの作製は2mg/nL distearoyl phosphatidylcholine
(PC) ( Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL ) ､ 1mg/mL polyethleneglyco1-40
stearate (PEG) ( Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)をPBS (1Ⅹ)に溶解し､注
射針にて液層にC,F8を投与しながらソニケ-ションをおこない作製した.バブル作製
後､濃度および粒径分布をSALD-2200 (SIMAZU Co., Tokyo, Japan )を用いて測定し
た｡直径440士120nm､濃度は3.4xlO8個/mLであった(Fig.1) ｡作製したナノバブル
をFM1-43で染色し､バブル表層が脂質であることを蛍光顕微鏡で確認した0
2-1-5抗癌剤
シスプラチン(Randa●, Nippon Kayaku Co., Tokyo, Japan )と5TFU (Kyowa Hakko
Kogyo Co･ , Tokyo, Japan)を各濃度条件下(0. 1-1000pM)で作用させた｡
2-2方法
2-2-1細胞培養と遺伝子導入
各種細胞株は細胞数5Ⅹ104 cells / vellで48 well平底プレートに播種し､ 293T細
胞､ EMT6細胞は10%FBS ､ 1%ペニシリン-ストレプトマイシン含有DMEM培地(Sigma
Chemical Co･, St. Louis, MO )､ MCF7細胞､ Colon26細胞はRPM1640培地(Sigma
Chemical Co･, St･ Louis, WO )で37℃､ 5% co2下で培養する. 24時間後､プラスミ
ドDNA (4pg/nL)とナノバブル(10%V/V)を添加し､超音波照射して(デューティー比
20-80%)遺伝子を導入する｡遺伝子発現効率は､ Luciferase発現についてはルシフ
ェラーゼアッセイを､ EGFP発現については蛍光顕微鏡およびフローサイトメトリーで
発現効率を定量した｡
2-2-2　抗鹿蕩効果の検討
遺伝子発現効率から得られた超音波照射最適条件下(デューティー比50%､圧力
0･96MPa､ナノバフル10%V/V)でシスプラチンと5lFU(0.1-1000pM)を上記細胞に導入
した6細胞傷害作用をMTT　アッセイで評価した10｡
結　果
3-1遺伝子発現
レポーター遺伝子導入により､分子導入に最適な超音波照射条件を検討した｡組成
の異なるアルブミンバブルおよび脂質バブルを使用したが､ルシフェラーゼ活性に違
いがなく､活性のデューティー比依存性が示された(Fig.2-4)0 EGFP発現は､デュー
ティー比8 0%の発現割合と肝Ⅰはルシフェラーゼ活性と同様の傾向が観察された
(Fig.3,4) 0
3L2抗癌剤
各細胞株において､コントロールに比べて超音波照射(us)のみでは薬剤感受性に変
化が見られなかったが､アルブミンナノバブルまたは脂質ナノバブル共存下で超音波
を照射することで､抗癌剤感受性の増強が確課された｡抗癌剤感受性増強の程度は二
つの抗癌剤(5-FU,シスプラチン)間で5-Ⅳ (Fig･5A)とシスプラチン(Fig.5B)､
各細胞間で差異が認められた｡特に､ EMT6細胞での5-FU感受性増強は顕著であるの
に対し､ Colon26細胞､ MCF7細胞でのシスプラチン感受性増強は弱かった｡また､抗
癌剤非存在下､ナノバブルと超音波照射のみの条件下でも細胞傷害作用が観察された｡
考　　蕪
コントロールに比べて､超音波照射のみ､あるいは抗癌剤単独では顕著な細胞傷害
作用は認められなかったことから､ナノバブルが抗腫疹効果に重要な要因であること
が示唆された(Fig.5) ｡また､細胞種､抗癌剤の種類により薬剤感受性増強効果が異
なることから､ナノバブルによる抗腫疲効果は薬剤や癌種選択性があることが予想さ
れた｡特に耐性機構が主に薬剤の細胞内濃度の低下によるものは適応であると考えら
れる｡ナノバブルと超音波照射を併用することで薬剤感受性が増強する詳細なメカニ
ズムは明らかでない｡著者らの共同研究グループは､衝撃波と細胞膜の干渉で誘起さ
れる細胞膜の構造変化と､外来分子の細胞-の導入機構を分子動力学シュミレーショ
ンにより解析している17｡これらの解析から､本研究で得られたナノバブルによる薬
剤感受性増強効果については以下のようなメカニズムが考えられる｡超音波照射によ
りナノバブルから発生したキャビテーションバブルが衝撃波を発生させ､これが細胞
膜に一過性の透過性変化を誘起して細胞周囲に存在する抗癌剤を細胞内に導入し､抗
腫癌効果が増強したと考えられる｡また､この抗腫疲効果は､単に薬剤の導入効率が
上がったという相加的効果のみならず､衝撃波そのものによる癌細胞傷害作用も加わ
り､相乗的効果によるものであると考えられる｡本研究結果から､ナノバブルによる
効率的な薬剤導入法は薬剤耐性癌の治療に有用であることが示唆された｡
Fig. 1Lipid-htlble
Lipid-bubble size was measured with SALD_2200.
Size : 440土20 mm
Concentration : 3.4x I 08 bubbles / mL
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Fig･2 LtlCiferase activity
The optimized ultrasomic conditions were determinedwith the intensityof gene expression
activity･ Cells were plated in 48-well tissue culture plates in complete mediumand incubated for
24 h･ Cells weremixedwith 4pg / mL plasmid DNA ( luciferase or EGFP)with lO%V/v of
albumin-NB (ANB) or lipid-NB (LNB), and exposed to US (1MHz, 80% dutycycle, 0.96MPa).
After 24 h, LucifTerase activity and EGFP expression were measured.
Fig･3 EGFP ExpressioJ)
Percentage ofEGFP Expression ; A‥293T(35%), B:Colon26(4.5%),C:EMT6( I 5%),
D : MCF7(2 6%).
Thepercentage was obtainedwith加w cytometry･
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Fig･4 Mediatl Fluorescence Intensity (MFI) of EGFP
MFI was measured by now cytometry･
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Fig･5 EnbJICemeAt Of drug st]sceptibility
The effect of US and Nanobubbles (albmin-NB or lipid-NB ) onthe sensitivityto (A) 5･FU
and P) CDDP･ Four different cell lines were exposed to USunder the optimized conditionwith
various concentrations of 5-FU or CDDP and cultured for 24 h･ The cellviability was estimated
by MTT assay･ NB enhanced the drug susceptibility effectively'resulting in cytotoxicity･
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